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常 氧 下 高 原 鼠 兔 HIF-la mRNA 的 表达 


赵 同 标 12， 赵 新 全 * ， 常 智 杰 ?3， 和 孙 。 平 !?， 
徐 世 晓 1 ， 赵 ” 伟 !* 
a. 中 国 科学 院 西 北 高 原生 物 研 究 所 ， 青 海 西 了 ”810001: 2 中国 科学 院 研究 生 院 ,北京 ”100039; 
3. 清华 大 学 生物 科 党 与 技术 系 基因 组 全 究 所 ,北京 ”100084) 


摘要 : 低 氧 诱导 因子 - ! (HIF-1) 是 一 种 由 低 氧 诱导 因子 - la (HIF-1a) 和 芳香 烃 核 受 体 转录 因子 
(ARNT) 组 成 的 二 聚 体 转录 因子 ， 在 生物 体 氧 平衡 凋 节 中 起 关键 作用 。 高原 鼠 锡 ( Ochotona curzoniae ) 是 生活 
在 青藏 高 原 海拔 3 000 m 以 上 区 域 ， 有 着 极 强 的 低 氧 、 低 温 耐 受 能 力 的 特有 自然 种 群 。 它 通过 高 的 基础 代谢 率 
和 高 的 氧 利用 率 来 适应 高 原 低 温 、 缺 氧 环 境 ， 将 高 原 鼠 免 带 到 北京 ， 常 氧 室温 条 件 下 适应 74，RT-PCR 扩 增 高 
原 鼠 兔 HIF-la cDNA 片断 ,?2P 标记 作为 特异 性 探 针 ，Northem 和 杂交 检测 了 常 氧 条 件 下 高 原 鼠 兔 HIF-1a 的 组 织 特 
异性 表达 。 结 果 显 示 ，HIF-la mRNA 在 高 原 鼠 免 多 种 组 织 中 均 有 表达 ， 并 且 表 现 出 明显 的 组 织 差异 性 . 其 中 脑 
的 表达 量 最 大 ， 肾 其 次 . 心 、 脾 和 肝 的 表达 相对 较 少 . 
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Abstract; Hypoxia inducible factor 1 (HIF-1), which is a transcription factor composed of HIF-1o and arylhydocar- 
bon nuclear receptor translocator (ARNT) plays an important role in the signal transduction of cell response to hypoxia. 
Plateau pikas ( Ochotona curzoniae ) which are a kind of high anoxia-tolerance and cold adaptation species lived only 
above 3 000 m on Qinhai-Tibet Plateau, have unusual high RMR and NST, acting mainly via increasing NST to adapt to 
extreme cold of the Qinghai-Tibet Plateau; and high ratio of oxygen utilizing to cope with plateau hypoxia environment. In 
this study, the plateau pikas were taken to Beijing and adapted under normal oxygen and room temperature for 7 days. 
One fragment of the plateau pika HIF-la cDNA was obtained by RT-PCR technique and labeled with ??P as specific probe. 
Northern blot analysis showed that HIF-1a mRNA was expressed in many kinds of tissues and displayed a tissue specific 
expression: the highest in brain, next in kidney. and much less in heart, liver, and spleen. 
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低 氧 诱导 因子 - 1 (hypoxia-induced factor-1， 现 的 一 种 转录 激活 因子 (Semenza & Wang, 1992), 
HIF-1) 是 1992 年 Semanza 等 在 低 氧 的 癌 细 胞 中 发 。 在 细胞 低 氧 适应 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。HIF-1 由 
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HIF-lc 和 HIF-18 组 成 (Wang & Semenza, 1993). 
模拟 环境 低 氧 研究 表明 低 氧 诱导 HIF-la 蛋白 的 表 
达 ， 并 作用 于 其 下 游 一 系列 靶 基 因 ， 从 而 引起 各 种 
生理 反应 (Semenza, 2000); 常 氧 条 件 下 HIF-1a 
蛋白 迅速 降解 (Semenza, 2001). HIF-1o 在 转录 水 
平 表 达 的 研究 结果 不 完全 相同 : Wenger 等 的 研究 
认为 HIF-lc mRNA 在 细胞 中 是 构建 性 表达 ， 低 氧 
条 件 下 小 鼠 各 组 织 中 HIF-Ia. mRNA 水 平 不 发 生变 
化 (Wenger et al, 1996); 然而 有 实验 表明 暴露 在 
急性 低 氧 条 件 下 的 正常 小 鼠 肺 中 HIF-lc mRNA 受 
低 氧 诱导 表达 (Palmer et al, 1998; Yu et al, 
1998); 

高 原 鼠 免 是 生活 在 青藏 高 原 海拔 3 000 m 以 上 
区 域 的 特有 物种 ， 在 长 期 进化 过 程 中 ， 形 成 了 独特 
的 适应 高 原 低温 、 低 氧 环境 的 机 制 。 移 居 平 原 地 区 
的 高 原 女 免 ， 繁 殖 特 性 出 现 明 显 的 不 适应 现象 ， 主 
要 表现 为 雄性 高 原 鼠 免 的 精子 畸形 率 较 高 (Zhang 
et al ，2000)。 长 期 生活 在 高 原 缺 氧 环境 的 高 原 鼠 
免 在 相对 “高 氧 ” 条 件 下 ，HIF-la mRNA 的 表达 
情况 如 何 ? 我 们 从 反 向 思维 出 发 ， 研 究 了 低 海 拔 常 
氧 条 件 下 高 原 鼠 免 HIF-la 的 组 织 表达 情况 ， 从 而 
为 进一步 揭示 HIF-la 在 高 原 土著 动物 低 氧 适应 过 
程 中 的 分 子 机 制 提供 基础 资料 。 


1 材料 和 方法 


1.1 $8 料 

To BUG Sie T rP ESUBEAE bi If AU ja AE 589) ^ S 
系统 定位 站 (3740'N, 101923'E, iX 3 200 m, 
气压 为 67.7 kPa)。 带 到 清华 大 学 基因 组 研究 所 动 
物 房 室温 喂养 7 d。 断 颈 处 死 ， 在 超 净 工作 台中 解 
剖 高 原 鼠 免 ， 取 各 组 织 迅 速 投入 液 氮 中 ， 低 温 保 存 
备用 。 
1.2 载体 、 工 具 酶 及 主要 的 实验 试剂 

大 肠 杆菌 菌株 DHSa 为 实验 室 保存 。 载 体 
pMD18-T、 限 制 性 内 切 酶 、Taq DNA 聚合 酶 为 
TaKaRa 公司 产品 。 回 收 试剂 盒 、 ExpressHyb Hy- 
bridization Solution ThE Ze 36 BUR] S; ÉL Clontech 公 
司 。2P 由 北京 亚 辉 公司 生产 。 尼 龙 膜 及 转 模 器 具 为 
Pharmacia 公司 产品 。Prime-a-GeneR Labeling System 
标记 试剂 盒 、RT-PCR 试剂 盒 购 自 Promega 公司 。 
其 他 试剂 均 为 国产 或 进口 产品 。 
1.3 引物 合成 

参照 Zhao et al (2003a，b) 的 报道 ， 在 HIF- 


la 高 度 保守 的 PAS (PER-ARNT-SIM) 功能 区 域 设 
计 PCR 扩 增 引物 。 上 游 引 物 序列 为 S-AGT TCT 
GAA CGT CCA AAA G-3'; 下 游 引 物 序列 为 5'-CAG 
GAT CAG CAC TAC TTC G-3'。 引 物 合成 由 上 海 生 
工 完成 ,去 离子 水 配制 成 终 浓 度 为 20 umol/L. - 20 
元 冰箱 低温 保存 备用 。 

1.4 总 RNA 提取 、 电 泳 及 转 腊 

高 原 女 兔 心 、 肝 、 脾 、 肾 和 脑 组 织 总 RNA 的 
提取 采用 Gibco BRL 公司 的 Trizol 试剂 ， 按 说 明 书 
操作 .Ultrospec 3000 分 光 光 度 计 测 其 浓度 ， 电 泳 
鉴定 总 RNA 质量 ，- 20 冰箱 保存 备用 。 

所 有 的 电泳 设备 都 用 DEPC 水 处 理 。 取 高 原 妃 
免 心 、 肝 、 脾 、 肾 和 脑 组 织 总 RNA 各 20 pg 于 65 
"CAEPE 5 min，1% 甲 醛 变性 琼脂 糖 凝 胶 电泳 。 

电 沪 完毕， 甲醛 变 性 琼脂 糖 凝 胶 用 DEPC 水 处 
理 数 次 后 浸泡 人 7.5 mmol/L CIE EA P. 20 min, 
毛细 管 法 将 各 组 织 总 RNA 转移 至 尼龙 膜 (Hybond- 
N+ ，Amersham，USA )。 紫 外 交 联 、80 乞 烘 干 后 
密封 保存 于 4 CC 冰 箱 。 

1.5 cDNA 探 针 制 备 

取 高 原 鼠 兔 脑 0.8 ug 总 RNA 为 模板 ， 参 照 
Promega 公司 RT-PCR 试剂 盒 说 明 ， 在 PCR 管 中 建 
立 50 pL 反应 体系 。 反 应 程序 为 : 48 "C Eo 50 
min; 94 乞 预 变性 3 min; 94% 50s, 51 € I min, 
68 *C 2 min, f7 35 循环 ; 72 名 延伸 7 min, Ht 20 
上 反应 液 进 行 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检验 扩 增 结果 ， 
按照 Clontech 公司 试剂 盒 说 明 回 收 纯 化 特异 性 扩 增 
HE. 

回收 纯化 后 的 片段 连接 于 pMDIS-T 载体 上 ， 
转化 感受 态 DH5a 细胞 ， 并 完成 一 系列 亚 克 隆 过 
程 ， 获 得 带 有 目的 片段 的 质粒 。 测 序 分 析 得 知 该 片 
段 同 鼠 的 同 源 性 为 89%， 说 明 该 片段 即 为 目的 片 
段 ， 用 限制 性 内 切 酶 Hind 于 单 酶 切 ， 得 到 一 约 900 
bp 的 cDNA 片段 ， 用 作 探 针 ，- 4 和气 冰 箱 保 存 备 
用 . 

1.6 Northern 快速 杂交 

1.6.1 标记 、 纯 化 探 针 参照 Prime-a-GeneR La- 
beling System 试剂 盒 说 明 ， 取 30 ng cDNA 室温 条 件 
下 用 [a-7P] dATP, [a-?2P] dCTP 标记 3h, G-50 
柱 纯化 。TopCount 测 放射 性 比 活 ， 最 终 所 使 用 放射 


性 比 活 为 4 x 106 cpm/mL。 





1.6.2. 了 预 杂 交 、 和 杂交 ”标记 好 的 cDNA 探 针 于 100 
CAE TE 5 min 后 冰镇 2 min。 参 照 ExpressHyb Hy- 
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bridization Solution 试剂 盒 说 明 ,， 将 RNA 尼龙 膜 于 
68 乞 杂 交 箱 中 预 杂 交 45 min。 取 出 预 杂 交 液 ， 加 入 
混 有 纯化 好 的 标记 探 针 的 新 鲜 杂 交 液 ，68 乞 杂 交 2 
h。 
1.6.3 洗 膜 、 压 屏 、 信 号 扫描 ”用 2 x SSC、 
0.0596 SDS 室温 洗 膜 20 min， 随 后 用 0.1 x SSC 、 
0.196SDS 于 45 "CHER 2 次 ，55 "CERE 2 1X, 65 C 
洗 膜 2 次 ,每 次 20 min， 洗 至 信和 号 特异 性 比较 强 的 
时 候 停止 洗 膜 。 将 保鲜 膜 包 被 好 的 杂交 膜 室温 平 压 
于 磷 屏 下 36 h。Storm (Molecular Dynamics) 扫描 ， 
检测 表达 信和 号 。 
1.6.4 内 参 选 择 ”选择 适宜 的 内 参 是 RNA 定量 所 
必 不 可 少 的 ， 同 家 政 基 因 g-actin 和 GAPDH 相 比 ， 
28S RNA 更 适合 于 低 氧 条 件 下 转录 水 平 的 比较 研 
究 。 因 而 本 实验 选择 285 RNA 作为 RNA 定量 内 参 
(Zhong & Simons, 1999), 

D 


e 果 


2.1 高 原 鼠 免 各 组 织 总 RNA 的 抽 提 及 转 腊 

采用 Trizol reagent 一 步 法 抽 提 高 原 鼠 人 兔 心 、 
HT. 脾 、 肾 和 脑 组 织 总 RNA。 分 别 取 各 组 织 总 
RNA 20 ug 经 1% 甲 醛 变性 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， BUE 
乙 喧 染色， 紫外 灯 下 显示 ，28S rRNA 亮度 大 约 是 
18S rRNA 亮度 的 2 倍 ， 表 明 提 取 的 总 RNA 完整 ， 
没有 或 者 很 少 降解 ; 同时 ， 各 组 织 的 上 样 量 大 致 相 
同 ， 可 以 用 来 转 膜 (图 1) 
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sRNA-ESSSS 
(tRNA--2 
甲醛 变性 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 常 氧 条 件 
下 高 原 鼠 免 各 组 织 总 RNA 
Formaldehyde agarose gel electrophoresis of plateau 
pika tissues total RNA under normal oxygen 


1: 4 (Hear); 2: Hf (Liver) ; 3: 脾 (Spleen); 4: 肾 ( Kidney) ; 
5: 脑 (Brain), 


毛细 管 法 将 高 原 鼠 免 各 组 织 总 RNA 转移 到 尼 


图 1 


Fig.1 


龙 膜 上 ， 将 转 膜 后 的 琼脂 糖 凝 胶 紫 外 灯 下 拍照 ， 未 
检测 到 RNA， 表 明 各 组 织 的 总 RNA 完全 或 者 基本 
完全 转移 到 尼龙 膜 上 。 
2.2 cDNA 探 针 

以 高 原 鼠 兔 脑 总 RNA 为 模板 ， 制 备 目的 片断 ， 
用 限制 性 内 切 酶 Hind WI EVI ACH i ES CA Fr ER 
的 质粒 ， 得 到 cDNA 特异 性 片断 ， 回 收 纯化 该 片 
断 ， 作 为 探 针 (图 2). 





图 2 19c 5x88 BEUSERE H DK 23 Vr ren Ie BR S 


HIF-la cDNA 探 针 片段 
Fig.2 Analysis of plateau pika HIF-1a cDNA probe by 
196 agarose gel 
M: DNA 标准 分 子 量 (DNA marker) ;. 1: 高 原 鼠 免 脑 (Plateau pika 


brain ) 


2.3 常 氧 高 原 鼠 免 HIF-1a 的 组 织 表 达 谱 

以 高 原 鼠 免 脑 HIF-Ia cDNA 片段 为 探 针 ， 利 
用 Northern 杂交 方法 ， 对 高 原 鼠 免 心 、 肝 、 脾 、 肾 
和 脑 组 织 HIF-1o 的 转录 产物 进行 分 析 ， 了 解 常 氧 
条 件 下 HIF-1o 在 高 原 鼠 兔 不 同 组 织 中 的 表达 特征 。 
HIF- 1o 在 检测 的 高 原 鼠 兔 各 组 织 中 均 有 表达 ， 其 中 
肾 中 表达 量 较 大 ， 而 脑 中 表达 量 最 大 (OH). 





HIF-10 


图 3 Northern 杂交 探测 常 氧 条 件 下 高 原 鼠 免 
HIF-la mRNA 表达 
Fig.3 Northern blot analysis of plateau pika HIF- lo 
mRNA expression under normal oxygen 
1: 4^ (Heart); 2: 肝 (Liver); 3: 脾 (Spleen); 4: 'H (Kid- 
ney); 5: 脑 (Brain); 28S rRNA: 上 样 内 参 (Intemal control), 
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3 讨 论 

高 原 鼠 兔 是 青藏 高 原 特有 物种 ,生活 在 海拔 
3200m 到 5 000 m 的 区 域 。 本 文 所 选用 的 高 原 鼠 锡 
采集 于 中 国 科 学 院 海北 高 寒 草 甸 定 位 站 附近 ， 海 拔 
3200m, 气压 为 67.7kPa， 氧 分 压 较 低 ， 属 于 缺 氧 
环境 。 该 地 区 受 东 南 季 风 和 西伯 利 亚 高 气压 的 控 
制 ， 属于 典型 的 大 陆 季风 气候 ， 日 温差 较 大 , 平均 
气温 为 -1.7% (Zhao & Zhou，1999)。 长 期 生活 
在 高 寒 、 缺 氧 环境 中 ,高 原 鼠 象形 成 了 自己 独特 的 
适应 方式 , 已 有 的 研究 表明 高 原 鼠 免 主 要 以 高 的 基 
础 代谢 率 和 非 颤 拌 性 产 热 能 力 来 适应 严寒 (Li et 
al, 2001; Wang et al，1993)， 以 高 的 氧 利 用 率 来 
适应 缺 氧 环境 (Du & Li，1982; Du et al, 1984), 
其 具体 分 子 机 制 有 待 深 入 人 研究 。 

HIF-1 的 发 现 掀起 了 细胞 低 氧 信 号 转 导 研 究 的 
38. HIF-1 由 HIF-la 和 HIF-18 组 成 : HIF-la 是 
功能 亚 单位 ， 低 氧 诱导 表达 ; HIF-18 是 结构 亚 单 
人 位， 构建 性 表达 (Wang & Semenza，1993)。 有 机 
体 众多 氧 平衡 调节 有 关 的 生理 过 程 都 有 HIF-1 的 参 
与 。 低 氧 条 件 下 ，HIF-la FERE 3R £5 [HR , 大量 的 
HIF-1a 蛋白 积聚 并 同 HIF-18 结合 ， 形 成 具有 活性 
的 HIF-1，HIF-1 同 靶 基因 的 低 氧 反应 元 件 结合 ， 
在 转录 水 平 上 调节 促 红 细胞 生成 素 、 血 管内 皮 生 长 
因子 等 靶 基 因 的 表达 ， 从 而 引起 一 系列 的 生理 反 
应 ， 维 持 有 机 体 的 氧 平 衡 (Semenza，2000)。 无 论 
是 在 细胞 水 平 ， 还 是 在 有 机 体 局 部 甚至 是 整体 水 
平 ，HIF-1 都 是 氧 感受 子 与 氧 效应 子 之 间 联 系 的 关 
键 性 纽带 ， 而 HIF-la 可 以 被 认为 是 细胞 低 氧 适应 
有 反应 所 必需 的 的 核 信号 (Semenza, 1998, 1999). 

从 HIF-1a 着 手 研究 高 原 鼠 锡 环 境 低 氧 适应 的 
分 子 机 理 具有 可 靠 的 理论 基础 。 我 们 从 高 原 鼠 免 中 
克隆 了 HIF-la 全 长 cpDNA ， 并 探测 了 自然 低 氧 条 件 
下 HIF-la mRNA 的 组 织 特异 性 表达 (Zhao et al, 
2004)。 在 此 基础 上 ， 我 们 研究 了 常 氧 条 件 下 高 原 
BL HIF-la mRNA 的 组 织 特 异性 表达 。Northern 
杂交 显示 HIF-la mRNA 在 检测 的 各 个 组 织 均 有 表 
i5, 3X 55 HIF-1a 在 有 机 体内 低 氧 相关 事件 中 广泛 
发 挥 作用 的 假设 相 一 致 (Semenza, 2000); 另外 ， 
HIF-la mRNA 在 高 原 鼠 免 脑 中 呈 特 异性 的 大 量 表 
达 ， 其 具体 的 功能 意义 有 待 于 深入 探索 。 氧 是 有 机 
体 代谢 和 维持 生命 活动 所 必需 的 ， 静 息 状 态 下 仅 占 


体重 2% 的 脑 消耗 了 人 体 总 耗 氧 量 的 20% (Schmidt 
& Thews，1997)， 脑 是 如 何 高 效率 的 利用 氧 一 直 是 
学 界 期 望 解决 的 问题 ，HIF-la mRNA 在 高 原 鼠 免 
脑 中 的 特异 性 大 量 表达 无 疑 为 从 分 子 水 平 上 解释 脑 
的 高 效率 利用 氧 的 问题 提供 了 思路 ， 同 时 也 为 从 分 
子 水 平 上 阐释 高 原 鼠 兔 低 氧 适应 机 制 提供 了 线索 。 

高 压 或 常 压 下 ， 吸 和 人 高 浓度 的 氧 达 一 定时 程 
后 ， 氧 对 机 体 产 生 功 能 性 或 器 质 性 损害 ， 可 引起 氧 
中 毒 . 高 压 氧 能 够 抑制 细胞 呼吸 链 与 氧化 磷酸 化 过 
程 , 造成 体内 ATP 的 供应 减少 。 体 外 研究 表明 ， 
高 压 氧 暴露 能 降低 细胞 内 Na+ ， 升 高 细胞 外 K+ ， 
这 可 能 是 由 于 ATP 减少 引起 的 (Joanny et al, 
1970; Gyula et al，1977)。 同 时 高 压 氧 对 酶 有 抑制 
作用 ， 但 随 着 时 间 的 延长 ， 抑 制作 用 可 以 解除 
(Chu et al, 1998), Chavez et al (2000) 人 研究 了 急 
性 低 氧 条 件 下 大 鼠 脑 中 HIF-Ia mRNA 的 表达 ， 发 
现 模拟 低 氧 条 件 下 ，6 h 到 4 d 时 间 段 内 HIF-la 
mRNA 表达 逐渐 升 高 ， 从 第 7 天 开始 到 第 21 AXE 
渐 降低 ， 在 第 21 天 又 回 到 初始 水 平 : 表明 一 个 新 
的 有 机 体 氧 平衡 的 重新 建立 。 

根据 我 们 的 观察 ， 高 原 鼠 兔 移 居 平 原 地 区 开始 
3 d 内 进食 量 较 少 ， 活 动 也 较 少 ， 在 第 7 天 慢 慢 回 
复 到 可 观察 到 的 正常 状态 ， 推 测 其 原因 之 一 可 能 是 
平原 地 区 的 正常 氧 分 压 对 于 高 原 鼠 免 来 说 是 氧 过 
量 ,导致 了 有 机 体内 ATP 合成 量 减少 ， 同 行为 相 
关 的 各 种 激素 水 平 发生 相 应 的 变化 ， 从 而 引起 机 体 
的 适应 性 反应 。 随 着 时 间 的 延长 ，“ 高 氧 ” 对 高 原 
女 兔 的 各 种 抑制 作用 减轻 或 解除 ， 高 原 鼠 兔 慢 慢 的 
适应 了 “高 氧 ” 环 境 ， 有 机 体 建 立 起 了 新 的 生理 平 
衡 ， 此 时 ， 高 原 鼠 免 又 恢复 了 正常 的 行为 状态 。 

低 氧 可 引起 HIF-Ia mRNA 表达 显著 升 高 ， 而 
常 氧 对 于 长 期 生活 在 缺 氧 环境 的 高 原 鼠 免 是 一 种 
“高 氧 ” 刺 激 。 相 对 “高 氛 ” 条 件 下 ， 高 原 鼠 兔 是 
否 通过 下 调 HIF-la mRNA 表达 来 调节 有 机 体 在 
“高 氧 ”环境 下 建立 新 的 氧 平衡 有 待 于 进一步 的 实 
验证 明 。 
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